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中文摘要 
  肺炎是國內十大死因之一，依據行政院衛生署公布 101 年國人十大
死因統計報告「肺炎」排名第四。桂花具有廣泛的藥理活性，然而，
桂花萃取物在肺纖維化這部分的分子機轉作用尚未被研究探討。因此
本篇研究以肺纖維母細胞 (HFL-1)，研究桂花水萃取物於第一型乙型
轉型生長因子 (TGF-β1) 刺激下，探討其下游路徑機轉作用。方法：
首先將生長良好的HFL-1細胞加入 TGF-β1刺激誘導作為肺細胞纖維
化的體外模型，經由不同濃度的桂花水萃取物培養 24 小時。結果：
在酵素連結免疫吸附法中，可觀察到桂花水萃取物在 100與 200 μg/ml
的劑量下，有顯著差異降低細胞外纖維連接蛋白的表現量。在免疫螢
光化學染色分析中，以桂花水萃取物最高劑量 200 μg/ml 與 TGF-β1
組比較，有降低細胞外纖維蛋白的含量。在西方墨點法中，可觀察到
桂花水萃取物在 200 μg/ml 的劑量下，顯著抑制 TGF-β RΙ、TGF-β 
RΙΙ、Smad2/3、pSmad2/3、fibronectin 的表現。結論:在西方墨點法中
桂花水萃取物在 200 μg/ml 的劑量下，顯著抑制 TGF-β RΙ、TGF-β 
RΙΙ、Smad2/3、pSmad2/3 與 fibronectin 的蛋白質表現，表示桂花水萃
取物對於 TGF-β1 所誘導的肺纖維母細胞具有一定的調控角色。 
關鍵字：桂花、第一型乙型轉型生長因子、肺纖維化、Smad. 
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Abstract 
Pneumonia is among the 10 leading causes of death in Taiwan. 
Osmanthus fragrans exhibits a wide range of pharmacological activity. 
However, the molecular mechanisms of the Osmanthus fragrans extract 
related to pulmonary fibrosis have not been explored. Therefore, this 
study uses a lung fibroblast (HFL-1) model to examine the mechanisms of 
the Osmanthus fragrans water extract’s downstream paths when 
stimulated Transforming growth factor β1 (TGF-β1). Methods: 
Stimulated TGF-β1 was added to a well-developed HFL-1 lung fibroblast 
to form an in vitro model of fibrosis, which was then cultured with 
various concentrations of Osmanthus fragrans water extract for 24 h. 
Results: In the enzyme-linked immunosorbent assay, extracellular 
fibronectin expression was analyzed, for the 100 µg/ml and 200 µg/ml 
Osmanthus fragrans water extracts, significantly reduced extracellular 
fibronectin expression was observed. The immunofluorescence analysis 
results showed a decline in extracellular fibronectin expression for the 
highest concentration of Osmanthus fragrans water extract (i.e., 200 
µg/ml) compared to that for the TGF-β1 group. In western blotting, for 
200 µg/ml of Osmanthus fragrans water extract, expressions of TGF-β 
RΙ、TGF-β RΙΙ、Smad2/3、pSmad2/3, and fibronectin were significantly 
suppressed. Conclusion: Indicating that the Osmanthus fragrans water 
extract serves as a regulator for TGF-β1 induced lung fibroblasts.  
Keywords: Osmanthus fragrans、TGF-β1、lung fibrosis、Smad. 
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縮寫表 
 
APS                      Ammonium persulfate         
DMSO                    Dimethyl sulfoxide             
ELISA                    Enzyme-linked immunosorbent assay  
FBS                      Fetal bovine serum  
FN                       Fibronectin  
HFL-1                    Human lung fibroblast 
PVDF                     Polyvinylidene difluoride  
SDS-PAGE                SDS-polyacrylamide gel electrophoresis  
TBS-T                    Tris-buffer saline Tween-20  
TGF-β1                   Transforming growth factor-beta1 
PBS                      Phosphate Buffered Saline  
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第一章 緒論 
一、特發性肺纖維化 (Idiopathic pulmonary fibrosis)： 
    特發性肺纖維化是一種漸進性的致死性疾病且發病機制複雜尚
不完全明確，同時也是很多呼吸道疾病所產生的最終結果，例如：未
緩解的肺炎、肺結核、隱性纖維性肺泡炎、工業肺疾病，或歸因於藥
物例如 busulfan、bleomycin 和 cyclophosphamide。特發性肺纖維化為
特發性間質性肺炎的慢性型也是最終狀態，且也稱為間質性肺纖維
化。它是一種原因不明的持續性肺間質發炎，可發展至瀰漫性肺纖維
化，這種疾病通常於 40 歲後發生，最常發生於 60 歲以上的老人且男
性比女性常見，主要發生在老年人 (Raghu et al., 2011)。造成肺纖維
化疾病的病因、包括過敏原、化學物質、放射線和環境顆粒 (Wilson et 
al., 2009)。罹患肺纖維化的病患可能會出現咳嗽、進行性的呼吸困難
與肺功能惡化等症狀，當肺泡隔膜的發炎症狀一直持續下去時，最後
整個肺泡壁會取代纖維組織，且肺部形態看起來像蜂窩，所以也被稱
為蜂窩肺 (Leslie et al., 2005)。嚴重者會因為呼吸衰竭而死亡，一旦
罹患嚴重的肺纖維化，大多會在五年內死亡 (Hiroaki Arakawa et al., 
2011)。此外，某些肺纖維化的發病原因不明所造成的纖維化皆被稱
為特發性肺纖維化 (idiopathic pulmonary fibrosis, IPF)。 
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二、纖維母細胞 (Fibroblast)： 
    肺纖維化所產生的肺組織變化主要為肺泡間隔受損，而造成肺纖
維化的影響為發炎細胞滯留在肺內有密切關係，然而肺部發炎過程中
會引發吞噬細胞、中性球、酸性球以及淋巴球的產生，促使各種細胞
激素之釋出如TNF-α，TGF-β1，IL-6，進而造成纖維母細胞 (fibroblast)
的增生，使上皮細胞不正常的再生及過量的細胞外基質的堆積。而
TGF-β1過度表現會造成纖維母細胞過度增生及膠原蛋白的堆積，當肺
臟細胞受損而產生發炎反應 (inflammatory response) 時，纖維母細胞
會受到發炎性細胞激素 (inflammatory cytokines) 以及生長因子 
(growth factors)，特別是第一型乙型轉型生長因子-β1 (transforming 
growth factor-β1, TGF-β1) 的刺激而進行增生 (proliferation)、移動 
(migration) 以及活化 (activation)。經活化的纖維母細胞會分化為肌纖
維母細胞 (myofibroblast) 且細胞外基質大量的堆積，包括第1與3型
膠原蛋白 (type I and III collagen) 以及纖維連接蛋白 (fibronectin) 
（周等， 2006）。 
三、Transforming growth factor-beta (TGF-β) 介紹： 
  在人體的結締組織、肝、腎、肺、腦、皮膚、肌肉等組織都有 TGF-β
的表現。TGF-β 是一個重要的生長調節細胞因子，主要在調節細胞的
生長、分化、免疫調節及細胞外基質的合成等重要的角色 (Robert et al., 
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1990；Roberts et al., 1992)。TGF-β 有 Ι、Ⅱ、Ⅲ三種類型受體即 (TGF-β 
RI、TGF-β RⅡ、TGF-β RⅢ)，廣泛分佈於細胞表面。然而 TGF-β 過
度表現會造成纖維母細胞的增生及膠原蛋白的沉積，同時也是受傷組
織修復過程及纖維化病理過程中的重要介質，可刺激肌纖維母細胞之
分化 (Willis et al., 2005；Khalil et al., 1991)。TGF-β 一般都儲存在血
小板內，當傷口受到損傷時，會釋放 TGF-β 促進傷口的修復 (Blakytny 
et al., 2004)。肺內亦有許多細胞能分泌 TGF-β1，如肺泡巨噬細胞、上
皮細胞、內皮細胞、成纖維細胞等 (Fukuda et al., 1998)。肺泡巨噬細
胞 、上皮細胞被認為是分泌 TGF-β1 的主要細胞 (Lee et al., 1997)。 
四、常見中草藥用在抗肺纖維化的發展研究： 
  特發性肺纖維化是一種慢性間質性肺病，然而確切的發病機制仍不
明，其臨床表現為呼吸困難、乾咳、最終因呼吸衰竭而死亡。近代用
於治療肺纖維化的藥物，西醫目前的治療方式是以糖皮質激素為首選
治療藥物，但長期使用糖皮質激素有其副作用，目前國際上對於中藥
在肺纖維化上的研究是採用博萊黴素作為動物肺纖維化的模型，一般
是選用氣管滴入法，也有人用百草枯、高濃度氧及放射線等作為肺纖
維化的模型。近年來被用來研究治療特發性肺纖維化之中草藥萃取，
如丹參、刺五加、川芎嗪、當歸 （陳等，2010）。丹參為清除自由
基、抗脂質過氧化、抗發炎等作用，其有效成分為丹參酚酸(salvianolic 
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acid)、丹參酮(tanshione)等成分 （陸等，2005），在抗肺纖維化機
轉方面研究證實，丹參其有效成分為丹參酚酸B鹽 (salvianolic acid B) 
能抑制 TGF -β1 訊息傳遞路徑之 MAPK 的活化，因而抑制第Ⅰ型膠
原基因的轉錄（王等，2002）。刺五加能降低細胞脂質過氧化、改善
大腦供血量、調節血壓、止咳、祛痰、擴張支氣管、抗發炎、抗菌和
抗病毒等作用，在肺纖維化研究方面利用刺五加注射液經由静脈注射
治療特發性肺纖維化患者，發現刺五加注射液對特發性肺纖維化患者
有較好的療效 （李蓉，2003），刺五加其有效成分為刺五加苷 B 
(Eleutheroside B)、刺五加苷 E (Eleutheroside E)  (Lee et al.,2004)。刺
五加苷 E2 (Eleutheroside E2)與 Isomaltol 3-O-α-D-Dglucopyranoside，
經實驗發現具有抗氧化之功效 (Lee et al., 2004)。 
川芎嗪為一種生物鹼，其化學結構為四甲基吡嗪
(tetramethylpyrazine)，為川芎之有效成分 （北京製藥工業研究所，
1977），在抗肺纖維化方面，具有抗脂質過氧化、抑制成纖維細胞增
生、抑制Ⅰ、Ⅲ型膠原之基因轉錄作用 （李等，2007），在抗肺纖
維化研究方面利用川芎嗪靜脈注射治療特發性肺纖維化患者，並與強
的松治療組比較，發現川芎嗪組療效優於強的松組，因此作者認為提
高自體免疫功能可能是抗肺纖維化的機制 （盧等，2003）。 
當歸主要功能為補血活血，調經止痛等作用（柴等，2003）。其 
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主要成分為揮發油、醣類、氨基酸、阿魏酸、藳本內酯等成分，其中
阿魏酸、藳本內酯為主要的生理活性成分。（張同吳， 2012） 
在抗肺纖維化研究方面给予博萊黴素致肺纖維化大鼠腹腔注射濃當
歸注射液，觀察其肺纖維化程度和肺間質成纖維細胞的影響。 結果
顯示當歸組大鼠肺組織中 Co1-Ⅰ、Co1-Ⅲ 沉積，肺間質中 α－平滑
肌動蛋白(α－SMA)的表現和肺組織中CTGF mRNA 水平較博萊黴素
組明顯降低，表示當歸抗纖維化的機制可能是透過降低肺组織中的 
CTGF mRNA 水平，間接抑制成纖維細胞增殖和分化，而減輕肺纖維
化的程度（郭等，2007）。 
因此，綜合以上所述之中草藥抗肺纖維化的近代研究，推測其功效在
於抗發炎、清除自由基和活血化瘀之藥理活性作用。 
五、桂花簡介： 
  桂花 (拉丁學名： Osmanthus fragrans)；英文俗名： Sweet 
Osmanthus；漢語拼音： guihua；中文別名：月桂、木樨以及木犀等。
是木樨科 (Oleaceae)木樨屬 (Osmanthus)之常綠喬木；葉子對生，外
觀呈橢圓形，葉面光滑，革質，葉邊緣有鋸齒；夏季開花，花簇生於
葉腋，花冠分裂至基乳有乳白、黃、橙紅等色，味道極芳香。產區分
佈於中國大陸、印度、尼泊爾以及柬埔寨等。桂花所利用的部位為花，
依據傳統中藥典籍“本草綱目”的記載，桂花可生津、化痰、止痛等
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功效。其花可以做成精油，具有生津辟臭化痰，治風蟲牙痛之功效。
此外，桂花已被證實具有神經保護 (neuroprotection) (Lee et al., 
2007)、清除自由基 (scavenging free radical) 以及抗氧化 
(anti-oxidation) 等效用 (Hung et al., 2012)。桂花經由氯仿分離純化，
以UV、EI-MS、1H 及 13C-NMR等光譜已鑑定出含有verbascoside、
rutin、ligustroside、phillygenin及 p-hydroxyphenylethyl acetate等五種
純化物質。其中verbascoside及rutin在清除DPPH自由基方面具有最佳
的抗氧化能力 (Hung et al., 2012)。桂花除了擁有很高的觀賞價值和經
濟價值外，桂花在食用價值已衍生到開發和利用，例如：香料工業、
食品工業、養生餐飲，同時也結合生態觀光。 
  目前桂花萃取物在學術領域上的應用已有許多研究，但對於下呼吸
道感染 TGF-β1 抗氧化失衡扮演的文獻研究尚未被研究探討，因此本
篇研究想探討桂花萃取物是否可以抑制並調控經由 TGF-β1 所誘導的
肺纖維母細胞纖維化及其作用機轉。且藉由加入桂花水萃取物評估是
否有效調控 TGF-β1 下游的訊息路徑及抑制纖維蛋白 (fibronectin) 的
表現。 
 
桂花之圖片 
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第二章  研究目的 
 
  肺纖維化在現今西方醫學中，主要治療藥物為醣皮質激素及免疫抑
制劑為主，但是長時間的藥物治療，不但副作用大且停藥後常有復發
的趨勢而可能會產生嚴重的副作用。儘管中草藥萃取物在抗纖維化的
研究上已有許多國內外的研究團隊在進行，至今仍缺乏提供肺纖維化
患者一種無副作用且有效治癒的治療藥物。且中草藥萃取物皆具有良
好的抗發炎及抗氧化功能，且也無嚴重的毒性副作用。然而，桂花萃
取物在文獻方面指出，桂花富含polyphenol及類黃酮成分，並且含有 
rutin 與verbascoside等酚類的抗氧化成分，且桂花也有清除自由基的
能力，因此，本篇研究利用桂花水萃取物來探討經由TGF-β1所誘導人
類肺纖維母細胞纖維化之影響與調控機制。 
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第三章 材料與方法 
一、桂花 (Osmanthus fragrans) 水萃取物之製備： 
秤取 10 公斤購自於宏昭股份有限公司 (台北，台灣) 之桂花的乾燥
花，繼而在 24±3℃下將之浸泡於 150 L 的二次水 (ddH2O) 中並靜置
歷時 15 分鐘。之後，將所形成的混合物於 100℃下加熱煮沸歷時 1
小時，繼而於 24±3℃下靜置歷時 1 小時。接著，將該混合物以一孔
徑為 11 μm 的濾紙 (Whatman#1, Toyo Roshi Kaisha, Ltd., Japan) 來進
行過濾，而得到一濾液。之後，將該濾液於 40℃下以減壓濃縮機 
(R-114, BUCHI) 進行濃縮歷時 8 小時，繼而以冷凍乾燥機 (FD5A1P, 
H.C.S) 予以冷凍乾燥歷時 72 小時，而得到呈凍乾粉末 (lyophilized 
powder) 的桂花水萃取物。將所得到的桂花水萃取物溶於二次水中而
生成一濃度為 10 mg/mL 的儲備溶液備用。 
二、桂花水萃取物於高效能液相層析 (high performance liquid 
chromatography, HPLC) 之分析： 
 本篇研究所使用的 HPLC 分析儀器如下：Hitachi 高效能液相層析系
統 (Hitachi high performance liquid chromatography system, Japan)、幫
浦 (L-7100, Hitachi)、UV 偵測器 (L-7400, Hitachi)，以下是有關 HPLC
各項操作參數與條件。使用高效液相管柱層析儀分析之條件如下：分
離管柱為 SUPELCO Discovery (250 mm × 4.6 mm)，移動相為二種溶
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劑：甲醇 (methanol)/ 1%冰醋酸水溶液(acetic acid)，35：65 (v/v)。在
第 0 至 20 分鐘時，甲醇維持在 35%；在第 20 至 25 分鐘時，甲醇由
35%變至 45%；在第 25 至 30 分鐘時，甲醇維持在 45%；在第 30 至
35 分鐘時，甲醇由 45%變至 55%；在第 35 至 55 分鐘時，甲醇由 55%
變至 75%；在第 55 至 70 分鐘時，甲醇由 75%變至 100%；在第 70
至 90 分鐘時，甲醇維持在 100% 流速 1.0 mL / min，波長為 280 nm，
注射量為 10 μL，檢測時間為 90 分鐘條件進行偵測。 
三、細胞培養： 
本實驗中所使用的細胞株為正常的人類肺纖維母細胞HFL-1 
(normal human lung fibroblast HFL-1)[細胞購自於美國類型培養物收
集中心 (American Type Culture Collection, ATCC)，寄存編號 
(accession number)為CCL-153]。HFL-1細胞(代數30代)被培養於含有
F-12K Ham營養混合物培養基Nutrient Mixture F12 Ham Kaighn’s 
Modification  ( F12K , N3520；Sigma) [添加有10%胎牛血清 (Fetal 
Bovine Serum, FBS)、100 U/mL盤尼西林 (penicillin) 以及100 μg/mL
鏈黴素(streptomycin)]的75T培養瓶 (flask) 中，並在培養條件被設定
為37℃與5% CO2的培養箱中進行培養。之後，大約每隔2天更換新鮮
的培養基。當細胞密度達到約80%匯聚時，移除培養基並以磷酸鹽緩
衝生理鹽水 (Phosphate Buffered Saline, PBS) 來洗滌細胞共計2次，接
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著加入胰蛋白酶-EDTA  (trypsin-EDTA) 以使細胞自培養瓶的底部脫
離。之後，加入新鮮的培養基來中和胰蛋白酶的活性並以量吸管 
(pipette) 反覆地吸沖培養基以充分打散細胞，然後將所形成的細胞懸
浮液分配到新的25T培養瓶 (flask) 中，內含有10%胎牛血清的
Nutrient Mixture F-12 Ham Kaighn's Modification培養基中培養24小
時，之後換成少量血清 (0.5%胎牛血清) 之培養基，同時在培養基中
加入TGF-β1 (5 ng/ml) 繼續培養24小時以誘導細胞纖維化形成，並在
第24小時加入不同濃度之桂花水萃取物 25、50、100、200 μg/ml ，
並置於37℃及5% CO2的恆溫培養箱中進行培養。 
（一）繼代細胞： 
將 75T 培養瓶 (flask)中舊的培養基移除並以 PBS 清洗 2 次，後加
入 1 倍 Trypsin-EDTA 待細胞自培養瓶底部脫落時，加入適量之
Nutrient Mixture F-12 Ham Kaighn's Modification 培養基將細胞液集中
於 15ml 離心管，將細胞液離心 2000rpm，5 分鐘後並移除上清液，加
入適量的Nutrient Mixture F-12 Ham Kaighn's Modification培養基均勻
沖散細胞，利用血球計數器 (Hemacytometer) 來計算細胞數目，放入
適量之培養基於培養瓶並置於 37℃及 5% CO2之恆溫培養箱中培養。 
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（二）解凍細胞： 
  將含有細胞之抗凍離心管從-80℃的冰箱中快速取出，並於 37℃
之水浴槽快速解凍，先在 25 T 培養瓶 (flask) 加入 4ml 的 Nutrient 
Mixture F-12 Ham Kaighn's Modification 培養基後將抗凍管的細胞移
至 25 T 培養瓶 (flask)中，隔天換置新的 Nutrient Mixture F-12 Ham 
Kaighn's Modification 培養基，置於 37℃及 5%CO2之恆溫培養箱中進
行培養。 
（三）儲存細胞： 
將 75 T 培養瓶 (flask)內舊的培養基移除並以 PBS (PH7.4) 清洗 2
次。加入 1 倍 Trypsin 後，待細胞自培養瓶底部脫落時，加入適量之
Nutrient Mixture F-12 Ham Kaighn's Modification 培養基將細胞液集中
於 15ml 離心管，將細胞液離心 2000rpm、5 分鐘後並移除上清液，配
置 Nutrient Mixture F-12 Ham Kaighn's Modification 培養基與 DMSO
比例 9：1 (0.9ml 的 Nutrient Mixture F-12 Ham Kaighn's Modification
培養基和 0.1ml 的 DMSO)，將抗凍管以慢速降溫的方式：一開始先
將細胞從室溫 (25-27℃) 降低至 4℃，10 分鐘，之後移至-20℃，30
分鐘，在移至-40℃，30 分鐘。最後保存在-80℃冰箱中。 
（四）細胞計數： 
 細胞以 2.5×105的數目培養於 25 T 培養瓶 (flask)中，並經 TGF-β1 
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(5 ng/ml)以及不同濃度之桂花水萃取物 25、50、100、200 μg/ml 處理
後，移除上清液，經 PBS 洗兩次，加入適量的 1 倍胰蛋白酶把細胞
刮下，以血球計數器來計算細胞數目。 
四、酵素連結免疫吸附分析( ELISA )： 
ELISA 用於定量分析細胞培養之上清液中纖維蛋白的分泌，將生長
良好的 HFL-1 細胞培養於少量血清 0.5%之培養基，經不同濃度之桂
花水萃取物 25、50、100、200 μg/ml 同時伴隨著 TGF-β1 (5 ng/ml) 培
養 24 小時。將所收集的上清液以 12000 rpm 高速離心 10 分鐘去除雜
質，將去除雜質的上清液保存於-80℃。利用 ELISA 試劑組 (AssayPro, 
St. Charles, MO) 來偵測細胞外纖維連接蛋白的含量，並依照使用說
明書操作。 
五、細胞免疫螢光分析： 
將 HFL-1 細胞先行培養在 24 well 外加的玻片上 24 小時之後，在將
細胞培養於少量血清 0.5%之培養基，經 TGF-β1 (5 ng/ml) 同時伴隨
著桂花水萃取物 (200 μg/ml) 培養 24 小時。移除上清液，用 PBS 各
洗兩次 5 分鐘，利用丙酮及甲醇 1：1 於室溫 30 分鐘固定，之後以
PBS 清洗二次各 5 分鐘；在使用 Triton X-100 透化 15 分鐘後，PBS
清洗兩次各 5 分鐘。用 1% BSA 於室溫遮蔽 1 小時，之後再用 PBS
清洗二次。在細胞外加入 1% BSA 血清的 PBS 泡製之初級抗體放置
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4℃過夜。本篇所使用初級抗體；Fibronectin (ab23751)。將抗體移除
後，用 PBS 清洗二次，之後加入連結 FITC 含有 1%BSA 血清的 PBS
螢光二級抗體 (ab6717) 於室溫避光培育 60 分鐘後，在避光下用 PBS
清洗兩次各 5 分鐘並使用含有 DAPI 的螢光封片膠直接封片，使用螢
光顯微鏡觀察。 
六、細胞蛋白質總量測定： 
 HFL-1 細胞以 2.5×105的數目培養於 25T 培養瓶 (flask) 中，並以
少量血清 0.5%之培養基，經不同濃度之桂花水萃取物 25、50、100、
200 μg/ml 處理後，PBS 洗兩次，以 Trypsin-EDTA 處理，把細胞刮下。
加入 lysis Buffer (50mM Tris-HCl, 2mM EDTA, 150mM Nacl, 1% 
NP-40, 0.5% sodium deoxycholate, 0.1% SDS) 將細胞溶解，以超高速
離心 12000×10 分鐘，之後再稀釋 200倍之 800 μl細胞溶解液加入 200 
μl Brilliant Blue G-250 染劑混合後 5 分鐘，以分光光度計於 595nm 測
定期吸光值。將細胞溶解加入 4 倍的 SDS-sample Buffer (125 mM 
Tris、4% SDS、25% glycerol、4mM EDTA, PH=6.8) 混合成液體，於
95℃反應 5 分鐘。 
七、西方墨點分析： 
將蛋白質依分子量來製備 SDS-PAGE (SDS-polyacrylamide gel 
electrophoresis)，其方法先將玻璃片架好，配置 7.5%的 separating gel 
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(Distilled water, 1.5M Tris-HCl (PH8.8)，10% SDS stock，40% 
Acrylamide/Bis，TEMED，10% ammonium persulfate)將配置好的下層
膠 separating gel 注入鑄膠台中的玻璃片內，再以異丙醇均勻覆蓋上去
以去除氣泡並壓平下膠，靜置約 30 分鐘待下膠凝固後，將異丙醇倒
掉。再注入 4%上層膠 separating gel (Distilled water，0.5M Tris-HCl 
(PH6.8)，10% SDS stock， 40% Acrylamide/Bis，TEMED，10% 
ammonium persulfate)，並插上齒梳，避免 stacking gel 產生氣泡。當
stacking gel 凝固後，將 SDS-PAGE 與電泳設備架置，加入適量 Runing 
Buffer (Tris base, Glycine, SDS)，把齒梳拿起，用 3ml 滴管將凹槽內所
殘留的膠沖掉，檢體先離心 12000×g，5 分鐘於 4℃。再取檢體注入
到凹槽內，進行電泳時，跑 stacking gel 為 50 伏特，之後跑 stacking gel
為 80伏特，使樣品跑至SDS-PAGE末端。先將 polyvinylidene difluoride 
(PVDE)膜裁剪好，再以甲醇短暫濕潤活化，再將裁好的濾紙浸泡在
Transfer Buffer 中備用。將轉漬槽注入適量 Transfer Buffer (Tris 
base,Glycine, methanol)將膠片的蛋白質轉漬到聚偏二氟乙烯
〔polyvinylidene difluoride (PVDE)，Millipore〕膜上，電壓以 85 伏特
進行一小時半。之後將 PVDF 膜以 Tris-buffer saline Tween-20 (TBS-T) 
〔Tris base，NaCl，0.05% Tween-20〕沖洗 10 分鐘，加上 5%脫脂奶
粉進行 blocking 於室溫震盪 40 rpm 反應一小時。目的使 PVDF 膜上
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非特異結合位置覆蓋，避免雜訊之產生。接著將 5%牛奶倒掉，以
TBS-T 緩衝液沖洗 3 次每次 10 分鐘，用 TBS-T 以 1：2000 稀釋初級
抗體 (primary antibody)，本篇所使用的初級抗體為：TGF-β RΙ 
(sc-9048)，TGF-β RΙΙ (sc-1700)，Fibronectin (sc-9068)，Smad2/3 
(sc-8332)，pSmad2/3 (sc-11769)，β-actin (Sigma)。將於 4℃震盪 40rpm
反應至隔天。回收初級抗體，PVDF 膜以 TBS-T 緩衝液沖洗 3 次，每
次 10 分鐘，70rpm。再加入特異性的二級抗體 (secondary antibody)，
以 TBS-T 稀釋二級抗體 (1：4000)，包括：peroxidase-conjugated 
affinipure goat anti-rabbit igG (H+L) (Sigma)。並於室溫下震盪 40rpm
反應一小時。之後以 TBS-T 緩衝液沖洗 3 次，每次 10 分鐘，70rpm。
最後將冷光試劑混合均勻至 PVDF 膜上反應 2 分鐘，以塑膠膜覆蓋，
放入卡夾 (Kodak)中，並於暗房中以 X 光底片，以顯影劑顯像，沖洗
完後，底片以 PRISM 軟體分析。 
八、統計學分析 (Statistical Analysis)： 
  在本實施例中，各組的實驗被重複 2 次，而實驗數據是以“平均值±
平均值的標準誤差 (standard error of the mean, SEM)” 來表示。各組實
驗數據之間的差異是藉由成對的史徒登氏 t-試驗 (paired Student’s 
t-test) 而被評估。若所得到的統計比對結果是 P＜0.05，代表有統計
學顯著性。 
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第四章 結果 
一、桂花水萃取物於高效能液相層析 (high performance liquid 
chromatography, HPLC) 之分析： 
  圖1顯示桂花水萃取產物用於進行高效能液相層析所得到的洗提圖
形 (elution profile)。桂花水萃取物為高極性的萃取物，因此採用 C18 
(SUPELCO Discovery) 逆向管柱來分析桂花水萃取物。在逆相層析法
中，以高極性為流動相，靜相為非極性，極性大的樣品成分會先被沖
堤出來，極性小的較慢沖堤出來，因而達到分離效果。從圖 1可見，
桂花萃取物經管柱分析，內標及外標比對後，在 8.48 分(C1)為
verbascoside，13.40 分(C2)比對為 rutin。後面幾根 peck 則尚未比對
出來。 
二、桂花水萃取物對於 TGF-β1 所誘導 HFL-1 細胞之型態變化： 
  結果發現在控制組肺纖維母細胞的型態呈現細長的型態，而在
TGF-β1誘導下的肺纖維母細胞型態周圍都顯得比較胖一些，而加入桂
花水萃取物不同劑量下的肺纖維母細胞，由圖2可得知桂花水萃取物
在100 μg/ml及200 μg/ml的劑量下細胞生長情形有恢復到控制組的情
形，且對肺纖維母細胞沒有呈現凋亡的現象。 
三、桂花水萃取物對肺纖維母細胞，細胞外纖維蛋白表現量的測定： 
  TGF-β 被認為是許多纖維化疾病的重要調控者，在失控的纖維化反
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應受損部位中常有 TGF-β 的出現且逐漸增多。而在第一型乙型轉型生
長因子的刺激下明顯增加肺纖維母細胞的含量 (P<0.05)，隨著不同劑
量的桂花水萃取物 25、50、100、200 μg/ml 下，在桂花水萃取物 100
與 200 μg/ml 的劑量下，有降低纖維蛋白的表現量 (P<0.01)（圖 3）。 
四、桂花水萃取物對於 HFL-1 細胞之免疫螢光化學染色法分析： 
  在免疫螢光化學染色分析中，桂花水萃取物最高劑量 200 μg/ml 下
與第一型乙型轉型生長因子組比較，有降低細胞外纖維蛋白的含量。
且利用西方墨點法分析細胞內纖維蛋白的含量，隨著加入不同劑量的
桂花水萃取物 25、50、100、200 μg/ml 下，在桂花水萃取物 200 μg/ml
的劑量下，有降低纖維蛋白的表現量 (P<0.05)。從免疫螢光化學染色
的分析中也觀察到相同的結果，桂花水萃取物最高劑量 (200 μg/ml)
下與第一型乙型轉型生長因子組比較，有降低細胞外纖維蛋白的含
量。（圖 4） 
五、桂花水萃取物降低 TGF-β1 所誘導肺纖維母細胞，細胞內 TGF-β 
RΙ、TGF-β RΙΙ、Smad2/3、pSmad2/3、fibronectin 的蛋白質表現： 
  在第一型乙型轉型生長因子的路徑探討，隨著加入不同劑量的桂花
水萃取物 25、50、100、200 μg/ml 下，在桂花水萃取物 100 與 200 μg/ml
的劑量下，抑制了 TGF-β RΙ、TGF-β RΙΙ、Smad 2/3、pSmad 2/3、
fibronectin 蛋白質表現量 (P<0.05)（圖 5）。 
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六、在 TGF-β1 所誘導的肺纖維母細胞中，加入桂花水萃取物 200 
μg/ml 觀察不同時間點 pSmad 2/3 的蛋白質表現： 
  利用西方墨點法分析不同時間點之桂花水萃取物，在 TGF-β 的誘導
下細胞內觀察 pSmad 2/3 蛋白質的改變 （圖 6）。首先將生長良好的
肺纖維母細胞培養於含有 10%胎牛血清、100 U/mL 盤尼西林以及 100 
μg/mL鏈黴素的Nutrient Mixtures (Ham's) 培養基於25T培養瓶 (flask)
中，生長 24 小時之後，換成含少量血清 0.5%之培養基同時伴隨著
TGF-β1 (5 ng/ml) 培養 24 小時，在第 1、4、8、12、24 小時加入桂
花水萃取物 200 μg/ml 培養 24 小時，可以看到在第 24 小時的 pSmad 
2/3 蛋白質表現有下降 (P<0.05)。 
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第五章 討論 
肺纖維化為肺臟反覆發炎最後所衍生成的肺部纖維化，大部分是由增
殖的肌成纖維細胞和成纖維細胞持續不斷活化，且釋放出大量的細胞
外間質蛋白，造成細胞外間質蛋白過度沉積，而肺纖維化最常見的症
狀是呼吸困難。且特發性肺纖維化為氧化與抗氧化失衡狀態下，持續
暴露在活性氧劑的毒素環境中，例如菸草、石棉、二氧化矽、輻射、
和藥物、例如博萊黴素都會導致肺纖維化。一些研究表明，下呼吸道
感染在特發性肺纖維化發病機制中氧化與抗氧化失衡扮演了一個關
鍵的角色，例如，特發性肺纖維化患者的肺部發炎細胞產生更高的氧
化劑 (Cantin et al., 1987)，粒線體ROS產生也會增加細胞氧化壓力與
肺泡上皮細胞的凋亡 (Kuwano et al., 2002；Kuwano et al., 2003)。 
  桂花依據傳統中藥典籍“本草綱目”的記載，桂花可生津、化痰、止
痛等功效。此外，桂花已被證實具有神經保護 (neuroprotection) (Lee  
et al., 2007)、清除自由基 (scavenging free radical) 以及抗氧化 
(anti-oxidation) 等效用 (Hung et al., 2012)。在文獻資料常見中草藥之
抗肺纖維化發展研究中，如丹參、刺五加、川芎嗪、當歸  （陳等，
2010）。在抗肺纖維化方面，丹參的生理功能為清除自由基、抗脂質
過氧化、抗發炎等 （陸等，2005）。刺五加能降低細胞脂質過氧化、
改善大腦供血量、調節血壓、止咳、祛痰、擴張支氣管、抗發炎、抗
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菌和抗病毒等作用。川芎嗪在抗肺纖維化方面，具有抗脂質過氧化，
調節免疫、抑制成纖维細胞增生、抑制Ⅰ、Ⅲ型膠原之基因轉錄作用
（李等，2007）。當歸主要功能為補血活血，調經止痛等作用 （柴
等，2003）。然而，桂花許多實驗證明具有廣泛的藥理活性，因此，
由上述文獻推測桂花的藥理活性可能與抗氧化及自由基清除作用
等藥理作用有關。桂花經純化出有五個具有抗氧化的酚類化合物為
verbascoside、rutin、ligustroside、phillygenin及 p-hydroxyphenylethyl 
acetate等五種純化物質。其中verbascoside及rutin在清除DPPH自由基
方面具有最佳的抗氧化能力 (Hung et al., 2005)。因此，由HPLC分析
桂花水萃取物，得到HPLC洗提圖形（圖1），未來將會進一步確認分
析桂花水萃取物具有哪些有效成份具有抗纖維化之活性。 
  轉化生長因子在許多文獻提到它是一個重要的生長調節細胞因
子，主要在調節細胞的生長、分化、免疫調節及細胞外基質合成等重
要的角色 (Robert et al., 1990；Roberts et al., 1992)。然而TGF-β過度
表現會造成纖維母細胞的增生及膠原蛋白的沉積，同時也是受傷組織
修復過程中及纖維化病理過程中的重要介質，可刺激肌纖維母細胞之
分化 (Willis et al., 2005；Khalil et al., 1991)。 
TGF-β1 是大多數學者所公認為誘導肺纖維化發展的關鍵性細胞因子 
(Coker et al., 1997)，所以本篇研究使用 5 ng/ml 的第一型乙型轉型生
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長因子，做為誘導肺纖維母細胞纖維化的一個模型。在第一型乙型轉
型生長因子刺激下,可以看到在圖 3酵素連結免疫吸附分析法中的
TGF-β1 組纖維蛋白量增加。由圖 7 文獻指出乙型轉型生長因子會先
與第二型乙型轉型生長因子的受器結合，接著在與第一型乙型轉型生
長因子結合，由第二型乙型轉型生長因子受器去活化第一型乙型轉型
生長因子受器而產生磷酸化，進而活化下游的訊息傳遞路徑。使得下
游的 Smad2/3 磷酸化，而磷酸化的 Smad 2/3 會與 Smad4 結合形成複
合物，進入細胞核內啟動纖維化相關基因的表現。因此，本篇研究主
要目的在探討桂花萃取物是否會抑制經由第一型轉型生長因子所誘
導的纖維化。然而，從實驗結果可以發現桂花水萃取物能夠降低第一
型乙型轉型生長因子所誘導的纖維蛋白堆積同時也降低細胞內纖維
蛋白的含量。利用西方墨點法觀察第一型乙型轉型生長因子誘導蛋白
質包括 TGF-β RΙ、TGF-β RΙΙ、Smad 2/3、pSmad 2/3、fibronectin 的
活化情形。結果顯示桂花水萃取物能夠抑制細胞內 TGF-β RΙ、TGF-β 
RΙΙ、Smad 2/3、pSmad 2/3、fibronectin 的蛋白表現量，表示桂花水萃
取物對於第一型乙型轉型生長因子所誘導的人類肺纖維母細胞纖維
化的調控機制，具有一定的效果存在。 
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第六章 結論 
利用第一型乙型轉型生長因子誘導人類肺纖維母細胞纖維化，以此方
式評估桂花萃取物是否對於肺纖維母細胞具有一定的療效。本研究成
果總結如下： 
一、給與桂花水萃取物於第一型乙型轉型生長因子誘導人類肺纖維母
細胞纖維化的抑制作用，其機轉抑制 TGF-β1/Smad 的訊息傳遞，使
其相關分子的蛋白質表現量減少。 
二、桂花水萃取物能夠降低第一型乙型轉型生長因子所誘導的細胞外
纖維蛋白的表現量同時也降低細胞內纖維蛋白的含量。 
三、利用西方墨點法觀察第一型乙型轉型生長因子誘導其下游訊息路
徑的活化 (如 Smad 路徑)內的訊息傳遞包括 TGF-β RΙ、TGF-β RΙΙ、
Smad 2/3、pSmad 2/3、fibronectin 的活化情形。結果顯示桂花水萃取
物能夠抑制細胞內 TGF-β RΙ、TGF-β RΙΙ、Smad 2/3、pSmad 2/3、
fibronectin 的表現，表示桂花水萃取物於第一型乙型轉型生長因子，
所誘導的人類肺纖維母細胞纖維化的調控機制，明確的調控 TFG-β1
下游之訊息路徑及抑制肺纖維母細胞之細胞內細胞外纖維蛋白的表
現，因此，桂花水萃取物對於經由 TGF-β1 所誘導的肺纖維母細胞具
有一定的效果存在。此結果說明傳統中草藥桂花具有一定的藥理活
性，日後仍需對桂花的活性成分加以分析研究，以確立肺纖維母細胞
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其有效成分之作用及機轉。 
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第七章 圖表 
 
圖 1. 桂花水萃取物於高效能液相層析 (high performance 
     liquid chromatography, HPLC) 之分析 
  使用高效液相管柱層析儀分析之條件如下：分離管柱為 SUPELCO 
Discovery (250 mm × 4.6 mm)，移動相為二種溶劑：甲醇  (methanol)/ 
1%冰醋酸水溶液 (acetic acid)，35：65 (v/v)。桂花水萃取物為高極性
的萃取物，因此採用 C18 (SUPELCO Discovery)逆向管柱來分析桂花
水萃取物。在逆相層析法中，以高極性為流動相，靜相為非極性，極
性大的樣品成分會先被沖堤出來，極性小的較慢沖堤出來，因而達到
分離效果。桂花萃取物經管柱分析，內標及外標比對後，在 8.48 分(C1)
為 verbascoside，13.40 分(C2) 比對為 rutin。後面幾根 peck 則尚未比
對出來。 
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圖2.桂花水萃取物對於 TGF-β1所誘導HFL-1細胞之型態變化 
  將HFL-1細胞培養於含有10%胎牛血清、100 U/mL盤尼西林以及100 
μg/mL鏈黴素之Nutrient Mixtures (Ham's) 培養基於25T培養瓶 (flask)
中培養24小時，之後換成含少量血清0.5%之培養基，同時伴隨著
TGF-β1 (5 ng/ml) 培養24小時，在第24小時加入不同濃度的桂花水萃
取物 25、50、100、200 μg/ml並置於37℃，5% CO2培養箱中培養24
小時，並以顯微鏡觀察其細胞型態之變化。 
圖(A)為控制組；圖(B)為TGF-β組；圖(C)桂花水萃取物25 μg/ml；(D)
桂花水萃取物50 μg/ml；(E)桂花水萃取物100 μg/ml；(F)桂花水萃取物
200 μg/ml 
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(A)                         (B) 
 
圖 3.桂花水萃取物對肺纖維母細胞，細胞外纖維蛋白表現量的測定 
  利用酵素連結免疫吸附法分析細胞外纖維蛋白的含量，圖(A)是經
由試劑內之 fibronectin 標準液所算之標準曲線圖。圖(B)是分析細胞上
清液中纖維連接蛋白的含量(n=2)。首先將 HFL-1 細胞利用 ELISA Kit
分析細胞上清液所分泌的纖維蛋白含量。將生長良好的 HFL-1 細胞以
2.5×10
5細胞密度培養於含 10%胎牛血清、100 U/mL盤尼西林以及 100 
μg/mL鏈黴素之Nutrient Mixtures (Ham's) 培養基於25T培養瓶 (flask)
中培養 24 小時，之後換成含少量血清 (0.5%) 之培養基，同時伴隨著
TGF-β1 (5 ng/ml)培養 24 小時，在第 24 小時加入不同濃度之桂花水萃
取物 25、50、100、200 μg/ml 培養 24 小時。 
# , P<0.05 代表 TGF-β1 組與控制組相比有所差異，**, P<0.01 代表實
驗組與 TGF-β1 組相比有所差異。 
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圖 4.桂花水萃取物對於 HFL-1 細胞之免疫螢光化學染色法分析 
圖(A)為控制組，為免疫螢光染色分析法來分析桂花水萃取物與
TGF-β1 的誘導下纖維蛋白的改變；圖(B)為 TGF-β1 組；圖(C)TGF-β1
＋桂花水萃取物 200 μg/ml 組。將生長良好的 HFL-1 細胞培養於含有
10%胎牛血清、100 U/mL 盤尼西林以及 100 μg/mL 鏈黴素的 Nutrient 
Mixtures (Ham's) 培養基，培養於 24 well 外加的玻片上，生長 24 小
時之後，換成含少量血清 0.5 %之培養基同時伴隨著 TGF-β1 (5 ng/ml)
培養 24小時，在第 24小時加入桂花水萃取物 200 μg/ml培養 24小時，
之後，利用螢光顯微鏡觀察纖維蛋白的表現。 
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圖 5.桂花水萃取物降低 TGF-β1所誘導肺纖維母細胞，細胞內 TGF-β 
RΙ、TGF-β RΙΙ、Smad 2/3、pSmad 2/3、fibronectin 的蛋白質表現 
利用西方墨點法分析不同濃度之桂花水萃取物，在 TGF-β 的誘導下
細胞內 TGF-β RΙ、TGF-β RΙΙ、Smad 2/3、pSmad 2/3、fibronectin 蛋
白的改變。將肺纖維母細胞培養於含有 10%胎牛血清、100 U/mL 盤
尼西林以及 100 μg/mL 鏈黴素的 Nutrient Mixtures (Ham's) 培養基於
25T 培養瓶 (flask)中，生長 24 小時之後，換含少量血清 (0.5%) 之培
養基同時伴隨著 TGF-β1 (5 ng/ml) 培養 24 小時，在第 24 小時加入不
同濃度之桂花水萃取物 25 到 200 μg/ml 培養 24 小時。圖(A)為西方墨
點法分析不同濃度的桂花水萃取物與 TGF-β1 處理下蛋白的改變。圖
(B)、(C)、(D)、(E)、(F)為 TGF-β RΙ、TGF-β RΙΙ、Smad 2/3、pSmad 2/3、
fibronectin 蛋白表現之量化圖。 # , P<0.05 代表 TGF-β1 組與控制組相
比有所差異，*, P<0.05 代表實驗組與 TGF-β1 組相比有所差異。            
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         (A) 
 
(B) 
 
圖 6.在 TGF-β1 所誘導的肺纖維母細胞中，加入桂花水萃取物 200 
μg/ml 觀察不同時間點 pSmad 2/3 的蛋白質表現 
利用西方墨點法分析不同時間點之桂花水萃取物，在 TGF-β 的誘導
下細胞內觀察 pSmad2/3 蛋白質的改變。將生長良好的肺纖維母細胞
培養於含有 10%胎牛血清、100 U/mL 盤尼西林以及 100 μg/mL 鏈黴
素的 Nutrient Mixtures (Ham's) 培養基於 25T 培養瓶 (flask)中，生長
24 小時之後，換成含少量血清 0.5%之培養基同時伴隨著 TGF-β1 (5 
ng/ml) 培養 24 小時，在第 1、4、8、12、24 小時加入不同濃度之桂
花水萃取物 200 μg/ml 培養 24 小時。圖(A)為西方墨點法分析不同時
間點 pSmad2/3 蛋白改變。圖(B)為不同時間點 pSmad2/3 蛋白表現之
量化圖。 # , P<0.05 代表 TGF-β1 組與控制組相比有所差異，*, P<0.05
代表實驗組與 TGF-β1 組相比有所差異。 
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圖 7.桂花水萃取物抑制 TGF-β1 所誘導的肺纖維母細胞纖維形成的
可能機制 
乙型轉型生長因子 (TGF-β) 會先與第二型乙型轉型生長因子的受
器結合，接著在與第一型乙型轉型生長因子結合，由第二型乙型轉型
生長因子受器去活化第一型乙型轉型生長因子受器而產生磷酸化，進
而活化下游的訊息傳遞路徑。使得下游的 Smad2/3 磷酸化，而磷酸化
的 Smad 2/3 會與 Smad4 結合形成複合物，進入細胞核內啟動纖維化
相關基因的表現。 
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